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Tiivistelma - Sammandrag

Keksints koskee menetelmaa ja testipakkausta verisuonisairaudelle ja sydvélle riskialtiin yksilon identifioimiseksi, menetelmén kasit-
taessa vaiheet, joissa maaritetddn kvantitatiivisesti pepsinogeeni I:n (PGI) analyyttikonsentraatiot mainitun yksildn seeruminayt-
teessd, madritetaan menetelmaspesifinen cut-off-arvo mainitulle analyytille, verrataan nain maaritettya analyyttikonsentraatiota
analyytin menetelméspesifiseen cut-off-arvoon ja madritetadn homokysteiinikonsentraatio yksilén seerumindytteessa.

Denna uppfinning avser ett forfarande och en testférpackning for att identifiera en individ som riskerar utveckia blodkérisjukdom
och cancer, vilket forfarande omfattar stegen, i vilka man bestammer kvantitativt pepsinogen | (PGI) analytkoncentrationen i ett

serumprov fran namnda individ, bestammer ett metod-specifikt cut-off-véarde for namnda analyt, jamfor den sa bestdmda analyt-
koncentrationen med analytens metod-specifika cut-off-varde, och bestammer homokysteinkoncentrationen i ett serumprov fran
individen.
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Menetelmi verisuoni- ja sydpisairaudelle riskialttiin yksilon identifioimiseksi

Keksinto koskee diagnostista yhdistelmdmenetelmaa sepelvaltimo- ja verisuoni- seké

myoés sybdpasairauksille alttiiden yksildiden identifioimiseksi.

Keksinndn mukainen menetelmi perustuu kahden testin yhdistelméin, jotka testit
suoritetaan veri- tai seerumindytteelld yksil6iden identifioimiseksi, joille on
taipumus kehittyi tai joilla osoitetaan olevan homokysteiinin kohonneet pitoisuudet
ja joille siten on alttius kehittyd tallaisista kohonneista pitoisuuksista johtuvia
sairauksia, kuten sydin- tai aivoverisuonisairaus, mukaan lukien valtimon hauraus-

kovetustauti ja iskeeminen halvaus, seka syOpisairaudet.

Monet erilaiset gastriset sairaudet tai tilat, kuten krooninen atrofinen gastriitti,
pernisiddsi anemia, mahahaava, gastrinen polyyppitauti ja Ménétrierin tauti
(jattilaishypertrofinen gastriitti) edeltavit mahasyopaa. Limakalvon selvisti
identifioitavia muutoksia ovat dysplasia ja adenooma. On arveltu, ettd melkein

kaikissa sairauksissa alttius vilittyy kroonisen atrofisen gastriitin kautta.

Krooninen gastriitti merkitsee mahan limakalvon pitkittynytta tulehdustilaa. Sairaus
voidaan karkeasti jakaa superfisiaaliseen ja atrofiseen muotoon. Superfisiaalisessa
gastriitissa inflammatorinen soluinfiltraatio konsentroituu pintaepiteelin alle. Kun
tulehdus etenee ja diffundoituu spesifisten gastristen eritysrauhasten viliin, on
kyseessi krooninen atrofinen gastriitti. Talloin metaplastiset muutokset korvaavat

ainakin osittain mahan limakalvon normaalit rauhasrakenteet.

Potilailla, jotka kérsivit atrofisesta gastriitista mahan korpus-alueella, on ma-
hasy6vin suhteellisen riskin arvioitu, laskettuna suomalaisista syOpitilastoista,
olevan noin 4- - 5-kertainen verrattuna henkildihin, joilla on terve limakalvo.
Lisiksi on olemassa riski sairastua pernisi6osiin anemiaan, joka johtuu intrinsic-
tekijin puutoksesta ja B12-vitamiinin imeytymishairiostd. Antrum-alueen vaikeassa
atrofiassa riski on jopa 18-kertainen. Jos atrofisia muutoksia esiintyy sekd antrum-

etti korpus-alueella (pangastriitti), riski voi kasvaa jopa 90-kertaiseksi.



*e
.
.

»

10

15

25

30

107808

Julkaisussa WO 96/15456 esitetdan menetelmd mahasyovin riskin seulomiseksi,
jonka menetelmén mukaan atrofia joko korpus- tai antrum-alueen tai molempien
limakalvossa osoitetaan mérittimalla pepsinogeeni I:n (PGI) ja gastriini-17:n (G-
17) analyyttipitoisuudet seeruminaytteessd ja vertaamalla ndin médritettyja pitoi-
suuksia vastaavan analyytin menetelméspesifiseen cut-off-arvoon. Maéiritettyja
pitoisuuksia verrataan edullisesti myos vastaavan analyytin menetelmaspesifiseen

viitearvoon.

Seerumin PGI-arvo, joka on alle PGI:n spesifisen cut-off-arvon, on osoitus
atrofisesta gastriitista mahan korpus-alueella. Jos seerumin G-17-konsentraatio on
alle sen cut-off-arvon, atrofia sijaitsee mahan antrum-alueella. Pangastriitissa
seerumin PGI on alle cut-off-arvon ja seerumin G-17-arvo on sen viitearvon

alemmalla rajalla.

Metyleenitetrahydrofolaattireduktaasi (MTHFR) on solunsisiinen entsyymi, jota
tarvitaan homokysteiinin uudelleenmetyloimiseksi metioniiniksi. Taman entsyymin
heikentynyt toiminta johtuu MTHFR-geenin rakenteessa esiintyvistd puutteista tai
mm. folaatin, B6-vitamiinin ja/tai B12-vitamiinin ravintopuutoksista. MTHFR-
entsyymin heikentynyt toiminta johtaa homokysteiinin seerumi/plasmapitoisuuden
kohoamiseen (homokystenemia) ja homokystinuriaan. Homokysteiinin kohonneiden
seerumi/plasmapitoisuuksien on monissa tutkimuksissa osoitettu liittyvian erilaisten
sydin- ja verisuonisairauksien kohonneeseen riskiin, homokysteiinin korkean seeru-
mi/plasmapitoisuuden, joka on yli viitearvon, ollessa sydin- ja verisuonisairauden ja

iskeemisen halvauksen vakava riippumaton riskitekijé. s

Homokysteiinin aterogeenisen vaikutuksen on aj ateltu perustuvan reaktiivisten
happilajien kohonneeseen tuotantoon, miké mahdollistaa lipidiperoksidaation.
Riittiva B12-vitamiinitarjonta on vélttiméton folaattimetabolialle ja normaalille
verituotannolle, seké hermosolujen toiminnalle. B12-vitamiini muodostaa komplek-
sin proteiinin, intrinsic-tekijan, kanssa, jonka mahan korpus-aluéen limakalvo

muodostaa ja joka kompleksi resporboituu sykkyrasuolen alemmassa osassa. Tami
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on B12-vitamiinin edullisin resorptiomuoto.

Intrinsic-tekijén puutos, joka johtuu atrofisesta gastriitista tai mahasyovist,
erityisesti mahan korpus-alueella, johtaa lopulta B12-vitamiinin puutokseen kehossa
ja siten homokysteiinikonsentraation kohoamiseen. Olisi siten erityisen arvokasta
identifioida ne yksilot, joilla on tai joilla on suuri riski saada atrofisesta gastriitista
johtuva B12-vitamiinin puutos ja joilla tist4 syystd saattaisi olla homokysteiinin
kohonnut seerumi- tai plasmapitoisuus. Nailld henkil6illd B12-vitamiinin lisaannos-
tuksen varhaisesta aloittamista olisi hy6ty4 verisuonisairauksien ehkdisemisessa.
Olisi myos arvokasta kyeti identifioimaan ne yksildt, joilla olisi solunsiséisten
happiradikaalien ylituotannosta johtuva syopiriski, ja joille olisi etua B12-vitamiinin

lisiannostuksesta tai muusta hoidosta.

Keksinnon kohteena on menetelmi, jossa seerumindytteestd tehtéva atrofisen
gastriitin markkerin madrityskoe yhdistetédn homokysteiinikokeeseen, yksilén
verisuoni- sekd sydpisairauksien diagnoosin edesauttamiseksi, tai naiden riskin
arvioimiseksi, jolloin termin verisuoni on ymmérrettiva laajasti késittdvan minkd
tahansa sydin- tai verisuonisairauden, joka voi johtua homokysteiinin aterogeeni-

sesta vaikutuksesta.

Keksinnon mukainen menetelma on menetelma verisuoni- ja syopasairaudelle
riskialttiin yksilon identifioimiseksi, menetelman kisittaessa vaiheet, joissa

- midritetidn kvantitatiivisesti pepsinogeeni I:n (PGI) analyyttikonsentraatiot
mainitun yksilén seerumindytteessd

- maritetiin menetelmispesifinen cut-off-arvo mainitulle analyytille

- verrataan niin maéaritettya analyyttikonsentraatiota analyytin menetelma-
spesifiseen cut-off-arvoon, ja

- midritetaan homokysteiinikonsentraatio yksilon seerumindytteessé ja

verrataan sitd homokysteiinin menetelméspesifiseen viitearvoon.

Seerumin PGI- ja homokysteiinikonsentaatioiden méritys voi tapahtua missi
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tahansa jérjestyksessé, jotta saadaan samanaikaisesti tietoa sekd seerumin PGI- etti
homokysteiinipitoisuuksista, jonka tiedon tarkoituksena on olla avuksi ve-
risuonisairauden tai syévan diagnostisoimisessa tai riskin arvioimisessa. Kuitenkin
keksinnon erddn suoritusmuodon mukaisesti midritetidin seerumin PGI-konsentaatio
ja sitd verrataan sen madritettyyn tai valittuun menetelmispesifiseen cut-off-arvoon
sekd médritetian homokysteiinipitoisuus kun seerumin PGI-konsentraatioarvo on
alle sen menetelmaspesifisen cut-off-arvon. Téssa suoritusmuodossa homokyste-
iinimaéritys suoritetaan yksildille, joille on maaritetty alhaiset seerumin PGI-arvot,

osoituksena korpus-atrofiasta.

Keksinnon erdin suoritusmuodon mukaisesti mééritetdéin myds mainitun yksilon
seerumin B12-konsentraatio ja sitd verrataan B12-vitamiinin menetelmispesifiseen

viitearvoon.

Niin ollen edullisen suoritusmuodon mukaan keksinnén tarkoituksena on erityisesti
seuloa sellaiset yksilét, joilla ei vield ole B12-vitamiinin puutosta, toisin sanoen
joilla on olennaisesti normaalit B12-vitamiinipitoisuudet mutta joilla, johtuen
alhaisista PGl-arvoista, on diagnostisoitu mahan korpus-alueen atrofia ja joilla on
myos seerumin korkeat homokysteiinipitoisuudet. Télldinen identifiointi mahdollis-
taa jo aikaisessa vaiheessa turvautumisen ennalta ehkdiseviin toimenpiteisiin, esi-
merkiksi B12-vitamiinin lisiannostukseen, kohonneisiin homokysteiinipitoisuuksiin

liittyvien vaurioiden kehittymisen estimiseksi.

1. Pepsinogeeni I:n (PGI) méiiritys

Menetelma PGI:n méérittimiseksi seeruminéytteessd voidaan suorittaa julkaisussa

WO 96/15456 esitetylla tavalla, joka julkaisu liitetddn tihén viitteeni.

Mainittu menetelma siséltda edullisesti pepsinogeeni I:n poly- tai monoklonaalisten
vasta-aineiden kdyton immunologisessa menetelméssi pepsinogeeni I:n maérittimi-

seksi. Reaktio suoritetaan edullisesti sopivalla kantajalla, kuten muovi-, lasi- tai
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selluloosakantajalla, esimerkiksi mikrolevylla. Immunologiset menetelmit voidaan
suorittaa tunnetulla tavalla kayttden esim. absorbanssi-, luminesenssi- tai fluo-

resenssitekniikoita mainitun pepsinogeeni I-konsentraation mittaamiseksi nédytteessi.

Jos seerumin pepsinogeeni I-konsentraatio on alle cut-off-arvon, joka, riippuen
kyseessd olevan menetelman spesifisyydesti ja sensitiivisyydestd, on 20-30 /1,
joka vastaa noin 450-690 pmoolia/l, kyseessi on atrofia mahan korpus-alueella.
Normaali- tai viitearvo PGI:1le on alueella 25-120 /1.

2. Homokysteiinin méiritys

Homokysteiinipitoisuudet seerumissa voidaan médrittid minkd tahansa, tihdn
tarkoitukseen tunnetun menetelmin mukaan, jotka menetelmit ovat myos kaupal-
lisesti saatavissa olevia, esim. testipakkauksen muodossa. Tunnettu menetelmé
kokonaishomokysteiinin kvantitatiiviseksi masgrittimiseksi plasmassa tai seerumissa
on korkean erotuskyvyn nestekromatografia, jossa on radioaktiivinen, fluoresoiva
tai elektrokemiallinen detektio. My&s entsyymi-immunokoemenetelmé (EIA) on
kehitetty (Bio-Rad Laboratories; Axis-Shield A/S) samoin fluo-
resenssipolarisaatioimmunokoe (FPIA; Abbot Laboratories), joka immunokoe
sisaltdd niytteiden esikisittelyn ditiotreitolilla ja adenosiinilla, jonka jalkeen seuraa

- entsymaattinen vaihe S-adenosyyli-L-homokysteiinin muodostamiseksi, ja kokonais-

homokysteiini mitataan esim. kiyttien monoklonaalisia anti-S-adenosyyli-L-

homokysteiinivasta-aineita, katso esim. US 5,631,127.

Homokysteiinin viitearvot ovat jossain midrin menetelmispesifisid, mutta yleensi

ne vaihtelevat valilld noin 5-15 pmoolia/l. Seerumin homokysteiinipitoisuus, joka on

homokysteiinin menetelmaspesifisen viitetason yliapuolella, muodostaa riskin, kuten

edella esitettiin. Homokysteiinipitoisuus, joka on yli 15 ymoolia/l, voidaan useim-

missa tapauksissa arvioida niin korkeaksi pitoisuudeksi, etta se muodostaa selvin

riskitekijan.
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3. B12-vitamiinin méiritys

Keksinnon mukaan diagnoosimenetelmi kisittad seerumindytteen B12-vitamiinikon-
sentraation vaihtoehtoisen méiritysmenetelman. B12-vitamiinin (kobalamiini)
konsentraatio voidaan maéérittd4 minka tahansa, tihén tarkoitukseen tunnetun
menetelmédn mukaan. Tillaisia tunnettuja menetelmii ovat seerumin B12:n mikro-
bioioginen koe, jossa kiytetidin organismia, kuten Euglena gracilista tai Lactobacil-
lus leichmanniia, joka vaatii kobalamiinia kasvaakseen, Mys B12-vitamiinin radi-
oisotooppisia laimennuskokeita on kiytetty ja téillaiset koetekniikat on hyvin esitetty
kirjallisuudessa, esim. Lau ef al., "Measurement of serum B12 levels using
Radioisotope Dilution and Coated Charcoal", Blood, 26 (1965), 202. Radioisotoop-
pilaimennusmenetelmit ovat nopeampia ja antavat tulokset, jotka ovat vertailukel-
poisia esim. Euglena-kokeella saatuihin tuloksiin, edellyttien, etti sidosproteiini on
spesifinen biologisesti aktiiviselle kobalamiinille. Standardisoitu puhdas tai puhdis-
tettu intrinsic-tekijin valmiste on kaikkein tyydyttévin sidosproteiinina, koska se
sitoutuu spesifisesti todelliseen kobalamiiniin mieluummin kuin kobala-

miinianalogeihin.

B12:n radioisotooppilaimennuskoe sisilti4 yleensi vaiheen, jossa endogeeninen B12
vapautetaan sen luonnollisesta sidosproteiinista, esim. keittimalld valitussa pH:ssa,
jonka jélkeen lisdtdén mitattu maérd radioisotooppia 57Co-B12 ja rajoitettu maira
sidosproteiinia. Kaikki sidosproteiini tulee sidottua jollain B12-muodolla, koska
lisityn radioisotoopin B12 méra on riittévé sitomaan pienen médrin proteiinia.
Koska sekd luonnollinen etti radioaktiivinen B12 kilpailevat sitoutumisesti sidospro-
teiiniin, aste, johon proteiinisidotun B12:n radioaktiivinen miiré inhiboituu, on
osoitus B12:n médristd ndytteessd. Titd menetelméi on muuntanut Lau, supra,
erottamalla sitoutumaton B12 proteiiniin sitoutuneesta B12:sta proteeiinipiillyste-
tylld aktiivihiilelld ja supernatanttinesteen, joka sisiltid sitoutuneen radioaktiivisen
B12:n ja sitoutuneen ei-radioaktiivisen B12:n seoksen, radioaktiivisuus lasketaan.
Sen jélkeen seerumin B12-konsentaario lasketaan saadusta tuloksesta, usein

vertaamalla standarditaulukkoon. Radiotestipakkauksia on kaupallisesti saatavissa
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menetelmin suorittamiseksi.

B12-vitamiinin puutos on myds maaritetty kdyttden esim. kemiluminisenssi-
reseptorikokeita (W entworth, S. et al., Clin.Chem., Vol 40, 537-549), radioim-
munokokeita (Enders, D.B., et al., Clin.Chem., Vol. 24, 460-465) sekd myos ei-
isotooppisia sitoutumiskokeita, CEDIA, kloonatun entsyymidonorin immunokokeita

(van der Weide, J. ef al., Clin.Chem., Vol 38, 766-768).
Viitearvo B12:1le vaihtelee vililld 200-900 ng/l, vastaten noin 170-700 pmoolia/l.

Askettiin tehdyssd, julkaisemattomassa tydssamme havaitsimme, ettd 50 % niistd
potilaista, jotka kérsivat korpus-atrofiasta (S-PGI < 25 1g/l) ja joiden seerumin B12-
vitamiinikonsentraatio oli alle viitearvon alemman rajan (< 170 pmoolia/l), oli
merkittivisti kohonnut seerumin homokysteiinikonsentraatio (keskiarvo 33,3
pmoolia/l, 16.157 pmoolia/l). Lisiksi 22 % niisté potilaista, joilla seerumin B12-
vitamiinikonsentraatio oli valilla 180-230 pmoolia/l (viitearvot 170-700 pmoolia/l),
oli myos kohonnut homokysteiinikonsentraatio (keskiarvo 18,9 moolia/l, 16-25

pmoolia/l).

Keksintd koskee myos testipakkausta kaytettavaksi keksinnon mukaisessa menetel-

missd, joka testipakkaus sisaltdd
- vilineet PGI-konsentraation maérittamiseksi seerumindytteessd,

- vilineet homokysteiinikonsentraation magrittimiseksi seerumindytteessa.

Keksinnon mukainen testipakkaus voi sisaltia yhdistelman, joka muodostuu niista
yksittiisistd komponenteista, joita tarvitaan madritettiessa kvantitatiivisesti seerumin
pepsinogeeni I- ja homokysteiinikonsentraatio veriseerumindytteessd. Tatd
tarkoitusta varten testipakkaus voi sisaltas tarvittavien komponenttien, kuten vasta-
aineiden ja substraattien, erillisid ampulleja tai sailioita kaytettavaksi analyytin

maaritykseen.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmi verisuoni- ja syopasairaudelle riskialttiin yksilon identifioimiseksi,
tunnettu siiti, etti menetelma kisittdd vaiheet, joissa

- madritetddn kvantitatiivisesti pepsinogeeni I:n (PGI) analyyttikoﬁsent-
raatio mainitun yksilon seerumindytteessd,

- midritetdin menetelmispesifinen cut-off-arvo mainitulle analyytille,

- verrataan ndin méaritettyd analyyttikonsentraatiota analyytin mene-
telmédspesifiseen cut-off-arvoon, ja

- médritetidin homokysteiinikonsentraatio yksilén seerumindytteessa ja

verrataan sitd homokysteiinin menetelmaspesifiseen viitearvoon.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, ettd yksilon
seerumindytteesti mairitetdin PGI-konsentraatio ja sen jélkeen
homokysteiinikonsentraatio, kun seerumin PGI-konsentraatio on alle sen cut-off-

arvon.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd se sisiltdd
myds vaiheen, jossa méiritetiin ndytteen B12-vitamiinikonsentraatio ja verrataan sitd

menetelméispesifiseen viitearvoon.

4. Testipakkaus patenttivaatimuksen 1 mukaisen menetelmén suorittamiseksi, joka
pakkaus sisdltdd

- vilineet PGI-konsentaation méadrittimiseksi seerumindytteessa,

- valineet homokysteiinikonsentraation mairittimiseksi seeruminayt-

teessd.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen testipakkaus, jossa vélineet pepsinogeeni I- ja

homokysteiinikonsentraation méarittamiseksi ovat immunologisia vélineiti.
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Patentkrav

1. Forfarande for att identifiera en individ med risk for blodkirls- och cancersjukdom,
kiinnetecknat dérav, att forfarandet omfattar stegen, i vilka

man bestdmmer kvantitativt pepsinogen I (PGI) analytkoncentrationen frin ett

serumprov av nimnda individ,
-  man bestammer ett metodspecifikt cut-off-virde for nimnda analyt,
- man jamfOr den s4 bestimda analytkoncentrationen med analytens
metodspecifika cut-off-vdrde, och
- man bestimmer homokysteinkoncentrationen i ett serumprov av individen och
Jamfor den med ett metodspecifikt referensvirde for homokystein.
2. Forfarande enligt patentkravet 1, kiinnetecknat dirav, att man ur ett serumprov
fran individen bestimmer PGI-koncentrationen och direfter homokystein-

koncentrationen di serumets PGI-koncentrationen ir under dess cut-off-virde.

3. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2, kiinnetecknat dirav att det innehaller

ocksa ett steg dir man bestimmer provets B12-vitaminkoncentration och jamfdr den

med ett metodspecifikt referensvirde.

4. Testforpackning for att genomfora forfarandet enligt patentkravet 1, vilken

férpackning innehéller
- medel for att bestimma PGI-koncentrationen i ett serumprov,

- medel for att bestimma homokysteinkoncentrationen i ett serumprov.

5. Testforpackning enligt patentkravet 4, i vilken medlen for att bestimma pepsinogen

I och homokysteinkoncentrationen dr immunologiska medel.
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